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Introduccion. El tratamiento de la enfermedad de Chagas esta basado en sélo dos medicamentos de
eficacia limitada y con importantes efectos colaterales. La gran biodiversidad de la flora colombiana
hace de la bioprospeccion una alternativa potencial en la busqueda de nuevos antiparasitarios.
Obijetivo. Evaluar in vitro el potencial tripanocida y la citotoxicidad de extractos obtenidos de 23 plantas
colombianas.

Materiales y métodos. Se obtuvieron extractos de hojas, de tallos o de la planta entera, en solventes
de diferente polaridad. La actividad contra epimastigotes y la citotoxicidad se evaluaron por el
micrométodo enzimatico con MTT. Los extractos activos contra epimastigotes y con baja citotoxicidad
se evaluaron también en tripomastigotes y amastigotes intracelulares.

Resultados. Se reporta la actividad tripanocida de 13 plantas colombianas y se confirma el efecto
bioldgico de cuatro especies previamente evaluadas. Cuatro extractos activos en epimastigotes también
fueron activos en tripomastigotes y, uno de ellos, en amastigotes. Este extracto fue aislado de la planta
Hieronyma antioquensis, y present6 Cl,, de 3,125, 11,48 y 2,85 pg/ml, e indices de selectividad de 25,
7 y 27, para epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes, respectivamente. Los resultados sugieren
que este extracto es un candidato promisorio para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.
Conclusion. La flora colombiana es una fuente potencial de nuevas sustancias para la quimioterapia
contra la enfermedad de Chagas. El micrométodo enzimatico con MTT es una herramienta util para
la tamizacién de la actividad bioldgica en epimastigotes y posterior seleccion para ensayos con otros
estadios del parasito.
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Trypanocidal and cytotoxic activity of extracts of Colombian plants

Introduction. The treatment of Chagas disease is based on only two drugs with limited efficacy and
significant side effects. The rich biodiversity of the Colombian flora makes bio-prospecting a potential
alternative in the search for new antiparasitic drugs.

Objective. Potential trypanocidal activity and cytotoxicity was assessed in extracts from 23 Colombian
plants.

Materials and methods. Extracts of leaves, stems, or of the whole plants were obtained in solvents of
a range of polarities. The activity against Trypanosoma cruzi epimastigotes and the cytotoxicity were
evaluated by the MTT enzymatic micro-method. Extracts active against epimastigotes and with low
cytotoxicity were also tested on trypomastigotes and intracellular amastigotes.

Results. Among the extracts, biological activity was confirmed in 4 species. The extracts were active
on epimastigotes and trypomastigotes; one was active also against amastigotes. The latter extract was
isolated from the plant Hieronyma antioquensis and presented IC; of 3.1 mg/ml for epimastigotes, 11.5
mg/ml for trypomastigotes and 2.9 mg/ml for amastigotes. The selectivity indexes were 25, 7, and 27
respectively.
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Conclusions. The extract from H. antioquensis proved a promising candidate for Chagas disease
treatment. Futhermore, the MTT enzymatic micromethod was a useful tool for screening biological
activity on epimastigotes and other stages of the parasite for further extract trials.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, plants extracts.

La enfermedad de Chagas es una enfermedad
infecciosa causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi. La enfermedad se extiende por
21 paises de Centroamérica y Suramérica y esta
asociada con la pobreza, las malas condiciones
de vivienda y los desplazamientos masivos desde
los ambientes rurales a las ciudades. Representa
la segunda mayor carga econdmica en América
entre las enfermedades transmitidas por vectores,
y se calcula que existen 15 millones de infectados
y 28 millones de personas en riesgo, con un
promedio de 41.200 nuevos casos por afio (1).
En Colombia, entre 700.000 y 1°200.000 personas
estan infectadas y ocho millones estan en riesgo
de infeccion (2).

La quimioterapia para la enfermedad de Chagas
se basa en dos medicamentos descubiertos
hace mas de 30 afos: nifurtimox (3-metil-4-(5-
nitrofurfurilideneamina) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-
dioxido) y benznidazol (2-nitroimidazol (N-benzil-
2-nitroimidazol) acetamida), que son efectivos
durante la fase aguda de la enfermedad (hasta 80 %
de éxito) (3), asi como en la fase crénica temprana
(hasta 60 % de éxito) (4,5), aunque hay reportes
que discrepan de estos resultados (6,7).

El tratamiento es de larga duracién (promedio de
60 dias) y unos de los principales inconvenientes
provienen de la resistencia observada en algu-
nas cepas del parasito y de la alta toxicidad
manifestada en efectos colaterales, como cdlicos,
vémito, anorexia, dermopatias alérgicas, insomnio,
linfoadenopatias y dolor muscular, depresién de la
médula espinal, trombocitopenia y agranulocitosis,
polineuropatia, parestesia y polineuritis de nervios
periféricos (8). Aproximadamente, el 16 % de
los pacientes cronicos tratados con benznidazol
abandonan el tratamiento por sus efectos colaterales
(1). En este sentido, se hace necesario encontrar
nuevas sustancias con actividad tripanocida,
con menores efectos colaterales, que permitan
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el desarrollo de tratamientos mas cortos y con
efectividad en las diferentes cepas del parasito.

Desde hace mas de 20 afos se viene explorando
la blsqueda de nuevos antiparasitarios en
los productos naturales (9,10). Sin embargo,
hasta ahora es poco el conocimiento sobre las
potencialidades de la flora colombiana como
fuente de nuevos agentes contra el parasito T.
cruzi. En el presente estudio se evalué in vitro
el potencial tripanocida de extractos obtenidos
de 23 especies de plantas que crecen en
Colombia, pertenecientes a familias en las cuales
se ha demostrado la presencia de metabolitos
secundarios con actividad antiparasitaria, como son
las familias Solanaceae, Annonaceae, Asteraceae,
Euphorbiaceae y Ebenaceae, y otras plantas con
actividad desconocida (11).

Conjuntamente, se evalud la citotoxicidad in vitrode
los extractos y se calculé el indice de selectividad o
proporcion entre la actividad contra el parasito y la
citotoxicidad registrada. Algunos extractos activos
en los bioensayos iniciales con epimastigotes
se probaron en tripomastigotes y amastigotes
intracelulares, y mostraron excelentes resultados.
Estos extractos son candidatos promisorios para
seguir estudios de bioprospeccién en el tratamiento
de la enfermedad de Chagas.

Materiales y métodos
Material vegetal

Las familias y especies de plantas seleccionadas
para este estudio se recolectaron en los
departamentos de Antioquia, Risaralday Santander.
Se identificaron en los herbarios de la Universidad
de Antioquia y de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogoté. Las plantas estudiadas
fueron las siguientes: Annona muricata, Desmopsis
panamensis, Ephedranthus colombianus, Guatteria
cf. Tonduzii, Pseudomalmea boyacana, Rollinia
exsucca, R. pittieri, Achyrocline bogotensis,
Achyroclines sp., Chromolaena perglabra,
Gnaphalium meridanum, Pentacalia sp., Diospyros
artantifolia, Euphorbia cotinifolia, E. heterophylla,
E. splendens, Hieronyma antioquensis, Acnistus
arborecens, Cuatresia riparia, Larnax sachapapa,
Solanum laevigatum, S. nematorhachis y S.
Psychotrioides.
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Preparacion de extractos

Las hojas, tallos o plantas enteras se secaron
a temperatura ambiente por varios dias y se
sometieron a percolacion en frio. Para el arrastre
de sustancias apolares, se utilizo éter de petréleo
0 hexano, para sustancias de polaridad intermedia,
diclorometano o acetato de etilo, y para un perfil
de sustancias mas polares, metanol o etanol. Para
las plantas S. nematorhachis 'y S. psychotrioides,
el material vegetal seco se tritur6 con etanol al
90 % vy los restos del solvente se eliminaron por
rotaevaporacion.

El extracto se disolvié de nuevo en la mezcla triple
de hexano, diclorometano y metanol en proporcion
2:1:1, y la parte insoluble en la mezcla triple se
disolvi6 en metanol. Los extractos se llevaron a
sequedad para la eliminacién de los solventes.
Para la planta C. riparia se obtuvo extracto acuoso.
En todos los casos, los restos del solvente se
eliminaron por rotaevaporacion. Los extractos
se disolvieron en polivinilpirrolidona (PVP) en
proporcién 1:4 (compuesto: PVP) para mejorar
su solubilidad y se diluyeron en solucién salina
amortiguada con fosfatos (PBS) a pH 7,2 (12).

Actividad contra epimastigotes de
Trypanosoma cruzi

Epimastigotes de la cepa HA de T. cruzi, aislada
de humano en el departamento de Casanare,
Colombia, y caracterizada como unidad de tipifi-
cacion discreta | mediante el andlisis molecular del
gen miniexon, se incubaron junto a los extractos
en medio LIT enriquecido con suero fetal bovino
al 10 % durante 96 horas a 28 °C.

La viabilidad de los parasitos se midi6 segun la
formacién de cristales de formazan después de
agregar bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) (MTT) segun la metodologia
descrita (13). La formacién de los cristales se
determin6 en un lector de ELISA (BioRad) a una
densidad éptica de 595 nm.

Se estimo la concentracién a la cual los extractos
disminuian al 50 % el crecimiento de los parasitos
0 concentracion inhibitoria 50 (Cl,,). Para todos
los experimentos, el medicamento benznidazol
(Rochagan-Roche), el solvente PVP y el medio de
cultivo, se utilizaron como controles de crecimiento.

Los niveles de actividad de los extractos se
agruparon en cuatro categorias, de la siguiente
manera: muy activos, para extractos con Cl,;
menores de 10 pg/ml; activos, aquéllos con Cl,
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entre 10 y 50 pg/ml; actividad baja, para extractos
con Cl, entre 51y 100 pg/ml; y extractos no activos,
con Cl  por encima de 100 pg/ml (14,15).

Citotoxicidad en células U937

La citotoxicidad se evalud en la linea celular de
promonocitos humanos U937. Después de 96
horas de incubacion en presencia de los extractos,
la viabilidad de las células se determiné de acuerdo
con la produccion de cristales de formazan,
después de la adicién de MTT, como se describid
previamente. Se usaron como controles células
bajo las mismas condiciones, pero en ausencia de
los extractos.

Losresultados se expresaroncomolaconcentracion
inhibitoria 50 (Cl,,), que corresponde a la
concentracion a la cual ocurre el 50 % de muerte
celular. La citotoxicidad se categoriz6 en los
siguientes tres niveles: citotdxico, para los extractos
con Cl,, menores de 50 upg/ml; medianamente
citotoxicos, para extractos con Cl  entre 51y 100
pg/ml, y extractos levemente citotoxicos, para
aquéllos con Cl,; por encima de 100 pg/ml (15).

Actividad contra tripomastigotes de T.cruzi

Los extractos con buena actividad en epimastigotes
y baja citotoxicidad, fueron evaluados en tripo-
mastigotes. Para esta prueba se seleccionaron
extractos con un indice de selectividad de 3 o
mas En este ensayo, 2 x 108 tripomastigotes/ml
se incubaron junto a los extractos o benznidazol
en medio RPMI 1640 con suplemento de suero
fetal bovino al 5 %, durante 24 horas, a 37 °C y
5 % de CO,, en platos de 24 pozos y usando como
control de viabilidad los parasitos incubados sélo
con medio.

Cada ensayo se hizo por triplicado y en dos
experimentos independientes. El conteo de parasitos
vivos se hizo por observacion directa al microscopio
en camara de Neubauer. Para medir la actividad,
se calculd la concentracion a la cual sobrevivian el
50 % de los tripomastigotes con respecto al control
(Cl,,), como se menciond anteriormente.

Actividad contra amastigotes intracelulares de
T. cruzi

Para la obtencion de amastigotes, se sembraron
1 x 10° células U937/ml en medio RPMI 1640 y
100 ng/ml de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA).
Para su adhesion, 1 ml de células en suspension
se incubaron durante 48 horas a 37 °C y 5 %
de CO,, en placas de 24 pozos, con cambio por
medio fresco sin PMA a las 24 horas. Las células
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adheridas se infectaron con tripomastigotes de T.
cruzi en proporcion célula:parasitos de 1:10. Las
células se dejaron en contacto con los parasitos
por 24 horas, a 37 °C, con CO, al 5 % en medio
RPMI enriquecido con 5 % de suero fetal bovino.
Después de la incubacién, se cambi6 el medio, se
agregaron las diferentes concentraciones de los
extractos y se dejaron en incubacién por 48 horas.
Cada tratamiento se hizo por triplicado. Para el
control de viabilidad, se utilizaron células infectadas
sin tratamiento. Las células se lavaron, se fijaron
con metanol y se colorearon con Giemsa.

La observacion del desarrollo y el conteo de los
amastigotes se hizo segun la metodologia descrita
en trabajos anteriores (16,17). Los resultados
se expresaron como CE,, entendida como la
concentracion a la cual la carga de amastigotes
intracelulares disminuye 50 % con respecto al
control. Para esta prueba, se selecciono el extracto
que fue activo contra epimastigotesy tripomastigotes
y mostro baja citotoxicidad.

Indice de selectividad

Para observar la relacién entre la citotoxicidad y
la actividad registrada, se us6 como indicador el
indice de selectividad, que corresponde al cociente
entre la Cl , en células y la Cl  en los diferentes
estadios del parasito. Entre mayor sea la relacion,
mayor serd el valor de indice de selectividad.Para
las pruebas en tripomastigotes y amastigotes, se
consideraron selectivos los extractos con indice de
selectividad de 3 o0 mas, y muy selectivos, aquéllos
con un indice de 10 o0 mas.

Tratamiento de datos

Todos los bioensayos se hicieron por triplicado en dos
experimentos independientes. Las Cl, se obtuvieron
con el método de analisis dosis- respuesta Probit
(18), usando el programa Probit 2.0®.

Resultados
Actividad contra epimastigotes y citotoxicidad

De los 64 extractos obtenidos de las plantas, 37
mostraron actividad contra epimastigotes de T.
cruzi(cuadro 1). La mayoria (81 %) de los extractos
activos o muy activos contra epimastigotes
resultaron ser citotéxicos. Sin embargo, once
extractos alcanzaron un indice de selectividad entre
3 y 10, y sélo dos extractos alcanzaron indices
mayores de 10. Las Cl,, menores, equivalentes
a las mayores actividades, las alcanzaron los
extractos de las plantas S. psychotrioides, L.
sachapapay H. antioquensis. Esta Gltima mostré un
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indice de selectividad mayor de 22. Los extractos
de Pentacalia sp. y C. riparia fueron activos y
registraron las menores citotoxicidades, con Cl;
superiores a 100 pg/ml.

Los resultados para los extractos con actividad
baja y los no activos, se presentan en el cuadro
2. Las plantas Achyroclines sp., G. meridanum,
E. cotinifolia y E. heterophylla, exhibieron poca
o ninguna actividad contra el parasito con los
diferentes solventes usados. Ademas, los resul-
tados obtenidos para el solvente PVP indicaron
que, a las concentraciones usadas, no fueron
toxicos para el parasito (datos no mostrados).

Actividad contra tripomastigotes y
amastigotes

Para los ensayos contra tripomastigotes se selec-
cionaron cinco extractos que fueron muy activos
en epimastigotes. Los resultados se presentan en
el cuadro 3. De los cinco extractos seleccionados,
cuatro mostraron actividad contra tripomastigotes.
Los extractos de H. antioquensis y L. sachapapa
mostraron la mejor actividad contra tripomastigotes,
con Cl,, de 11,48 pg/ml e indice de selectividad de
6,8,y Cl,, menor de 2 ug/ml e indice de selectividad
mayor de 11, respectivamente. La Cl,, contra
tripomastigotes para el extracto de L. sachapapa
fue cercana a la Cl, en tripomastigotes registrada
con benznidazol.

Debido a su buena actividad en epimastigotes y
tripomastigotes y a su abundancia, el extracto
de H. antioquensis fue elegido para probarlo
en amastigotes intracelulares. Los resultados
mostraron una CE,  de 2,85 pg/ml y un indice
de selectividad de 27,5, lo cual indica que es un
candidato promisorio para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas.

Discusion

Este es el primer estudio de bioprospeccién de un
gran numero de plantas colombianas con actividad
tripanocida. En todas las familias de plantas
estudiadas, se encontr6 alta actividad tripanocida
en epimastigotes, lo que indica la posible
existencia de una gama de sustancias bioactivas
por determinar y que justifica la continuacion de la
bioprospeccién en la flora colombiana.

En este trabajo se reporta la actividad contra
epimastigotes de las plantas de las especies
C. riparia, L. sachapapa, S. laevigatum, S.
nematorhachis y S. psychotrioides, y se confirma
la actividad tripanocida reportada para Acnistus
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Cuadro 1. Comparacion entre la citotoxicidad y la actividad tripanocida de extractos contra epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Especie Solvente Parte Cl,Epi Cl,,u937 IS % Inh
H. antioquensis He Pe <3,125° 78,315,2 25,05 95
Acoet Pe <3,125° 71,311 22,81 95
L. sachapapa MeOH Pe <3,125° 23,7+6,8 7,58 95,2
F S. psychotrioides MT Pe <3,125° 20,1£5,5 6,43 94,7
2 MeOH Pe <3,125° 10+3,4 3,2 93,2
g A. arborescens EtOH H 3,47+0,6° <7,8 2,24 100
Z C. perglabra F éter de P H 5,01+1,8° 37,247 7,42 95
= S laevigatum EtOH H 5,88+2 4 6,6+2,1 1,12 98
C. perglabra F CH2CI2 H 6,47%0,4° 27459 4,17 86,1
S. laevigatum EtOH T 7,39+1,8° 37+12,9 5 98,2
S. nematorhachis MT Pe 10,7+3,32 44 .6+3,7 416 85,6
D. panamensis He H 10,7£3,5° 18,9+0,6 1,77 100
S. nematorhachis MeOH Pe 11,545,20 14,8+5.2 1,33 72,8
D. panamensis MeOH H 11,9+0,8° 39,916,7 3,36 100
C. perglabra Eter de P H 12,240,6° 0,68+0,1 0,05 98,4
P. boyacana MeOH T 12,8+1,3° 15,5+6,3 1,21 100
Acoet T 13,1£6,4° <7,8 0,08 99,7
D. panamensis Acoet T 14,5+2,7° 34,9+17 2,4 78,5
A. bogotensis Eter de P H 14,8+5,7° <7,8 0,52 100
P. boyacana MeOH H 15,2+3,6° 18,1+£9,2 1,19 100
D. panamensis He T 17,746,4° 24+42 1,35 93,4
g R. exsucca He T 18,117,220 21,412 1,18 100
2 D. panamensis MeOH T 18,2+0,6° 52,2+2.5 2,86 98,9
é’ C. perglabra F MeOH H 24,1+6,7° 75+21,3 3,11 96,2
G. cf. tonduzii He T 25,245 20 27,5£12 1,09 99,6
D. panamensis Acoet H 26+13,6 ° 26,8+0,4 1,02 100
A. arborescens EtOH T 28,8+9,7° 13,7144 0,47 99,8
P. boyacana He T 29,4+1 6° 26,815 0,91 97,5
C. riparia H,O Pe 29,7£10° 103,537 3,48 100
Pentacalia sp. Et/F éter P H 30,4+5,9° 302+25 9,93 100
E.splendens He Pe 32,1+8,7° <78 0,24 99,8
G. cf. tonduzii He H 34,0£17° 26,3+8,7 0,77 99,7
E. colombianus MeOH T 37,5+5,9° 30,1+4,3 0,8 100
A. muricata Acoet H 40,2+11° 10,5+2,3 0,26 92,7
R. exsucca Acoet T 41,7120 28,8+9,1 0,69 99,3
D. artantifolia He Pe 45,9+152 14,1£3,8 0,31 78,3
R. pittieri He H 46,4%3,1° 55,310 1,19 95,6

He: hexano; MeOH: metanol; Acoet: acetato de etilo; Eter de P: éter de petréleo; EtOH: etanol; CH2CI,: diclorometano, MT: mezcla

triple; F: fraccién; H: hojas; T: tallos; Pe: planta entera.

Concentracion maxima evaluada: 2 100 pg/ml, ® 200 pg/ml, ¢ 1.000 pg/ml

IS: indice de selectividad: Cl,,U937/Cl, Epi

% Inh: porcentaje de inhibicién de parasitos a la maxima concentracién evaluada.

arborecens (19). Ademas, se reporta actividad
contra tripomastigotes, el estado infeccioso del
parasito, de S. nematorhachis, S. psycothroides 'y
L. sachapapa. En reportes previos se encontraron
lactonas esteroideas o withanolidos, denominados
asi por ser obtenidos de la planta whitania,
en A. arborescens, los cuales se muestran
como potentes inhibidores del crecimiento de
epimastigotes de T. cruzi (20). De igual manera,
otros compuestos como withafisalin O, M y N,
obtenidos de esta planta, mostraron actividad
tripanocida y menor citotoxicidad (19). Ademas, la
presencia de sustancias de este tipo y su actividad
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contra parasitos, como por ejemplo Leishmania (V)
panamensis, se ha confirmado en otras plantas de
esta misma familia (21). Es recomendable confirmar
la presencia de withanolidos en las solanaceas
utilizadas en este estudio.

Porotraparte, en los estudios con diferentes plantas
de la familia Annonaceae se ha demostrado la
presencia de metabolitos secundarios con actividad
biolégica (22). Por lo tanto, no es sorprendente
que las siete especies de la familia Annonaceae
incluidas en este estudio mostraran actividad
contra epimastigotes, destacandose por sus bajas
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Cuadro 2. Comparacién entre citotoxicidad y extractos con baja actividad tripanocida contra epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Especie Solvente Parte Cl,Epi Cl, U937 IS % Inh
R. exsucca He H 53,3+4,8 ° 16,4£10,1 0,3 99,3

R. pittieri He T 54,71+£3,3° 6,3+0,7 0,11 98

MeOH H 62,25+11 ° 108,1+6,3 1,74 97
© E. splendens Acoet Pe 69,2513 ° 1,4%£3,3 0,02 81,1
'g‘ R. exsucca Acoet H 77,2414,3° 35,7+8,7 0,46 97,3
- E. cotinifolia He Pe 78,730 ° 2,9+1.4 0,04 87,1
S  P.boyacana Acoet H 87,9+17° 25,4175 0,29 92,6
:g E. colombianus He H 88,7422 ° 13,7+11,9 0,15 92,2
&’ A. muricata He T 91+47° 15,7451 0,17 91,9
Acoet T 93,51+£2,8 ° 28,1+13 0,3 98,8

Achyrocline sp. CH2CI2 Pe 96,7+22 ¢ 20,3+6,1 0,2 98

R. pittieri Acoet H 97,5+9,8 © 48,6+2,7 0,49 79
C. perglabra EtOH H >100 @ 164+38 1,64 6,7
E. heterophylla He Pe 114,7+6,4 © 2,5+0,8 0,02 80,2
Achyroclines sp. EtOH Pe 125+6,8 © 10,1+5,8 0,08 96,4
® E. cotinifolia Acoet Pe 133,9+52 © 2,5%7,5 0,02 70,3
< R. pittieri Acoet T 135,5+26 © 51,1+13,2 0,38 70,7

% G. meridanum Eter de P Pe 171,3+33 ¢ 122,7+18 0,71 97
o Achyroclines sp. Eter P Pe 171,7£13 32,9+14,3 0,19 90,6
=z E.heterophylla Acoet Pe 180,4+45° 0,3+3,2 0 61,2
R. exsucca MeOH T >200 ° 94,4+16,3 0,47 0,1
R. pittieri MeOH T >200° 91,4455 0,46 26,5

A. muricata MeOH H >200° 60,9+10,4 0,3 8
MeOH T >200 ° 38,5+8,6 0,19 11,3
He H >200° 18,2+0,8 0,09 371

Pentacalia sp. CH2CI2 H 219,2+11 ¢ 19442 0,08 100

G. meridanum CH2CI2 Pe 75052 © 64,8+16,9 0,08 100

He: hexano; MeOH: metanol; Acoet: acetato de etilo; Eter de P: éter de petréleo; EtOH: etanol; CH2CL,: diclorometano; MT:

mezcla triple; F: fraccion; H: hojas; T: tallos; Pe: planta entera.

Concentracion maxima evaluada: @ 100 pg/ml, ® 200 pg/ml, ¢ 1.000 pg/ml

IS: indice de selectividad: Cl,,U937/Cl, Epi

Cuadro 3. Actividad contra tripomastigotes (Cl,,;) de extractos activos contra epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Especie Solvente Parte Cl,, U937 Cl,, tripo IS Dosis maxima % Inh
(ng/mi)
L. sachapapa MeOH Pe 23,7+6,3 <20 11,8 10 100
S. nematorhachis MT Pe 44,6+9,8 11,4£3,6 3,9 30 98,8
S. psychotrioides MT Pe 20,1121 5,47+0,8 3,7 10 94
D. panamensis MeOH H 39,9453 42,1+10,9 0,9 30 30
H. antioquensis He Pe 78,3%10,8 11,48+2,8 6,8 20 56,9
Benznidazol - - 180 0,76+0,1 225 6 90

He: hexano; MeOH: metanol; Acoet: acetato de etilo; Eter de P: éter de petréleo; EtOH: etanol; CH2CL,: diclorometano,

MT: mezcla triple; H: hojas; T: tallos; Pe: planta entera
Cl,,: concentracion inhibitoria 50 (ug/ml)
IS: indice de selectividad: Cl,U937/Cl, tripo

% Inh: porcentaje de inhibiciéon a la maxima concentracion probada

concentraciones efectivas D. panamensis, Rollinia
exsuccay Pseudomalmea boyacana.

En este trabajo se estudia por primera vez la
actividad de Ephedranthus colombianus'y Guatteria
cf. Tonduzzi contra epimastigotes, mientras que
en otros trabajos se ha reportado actividad para
A. muricata, R. exsucca y R. pittieri (15). Se cree

que, en esta familia de plantas, las acetogeninas
presentes pueden ser responsables de la actividad
antiparasitaria, aunque con gran citotoxicidad
(23,24).

Para las plantas de la familia Asteraceae, se reporta
por primera vez la actividad contra epimastigotes de
Achyroclines bogotensis, Chromolaena pergabra
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y Pentacalia sp., todas en el extracto crudo o en
las fracciones en éter de petréleo, lo cual puede
indicar la presencia de una sustancia tripanocida
similar en las tres plantas. Tanto para el género
Chromolaena como para el género Achyrocline,
se ha reportado la presencia de flavonoides con
mayor abundancia en las partes aéreas (25).

Esta es la primera vez que se demuestra actividad
tripanocida para A. bogotensis, pero existen
indicios de actividad tripanocida en otra especie
del género, Achyrocline satureioides, con la cual
se observod lisis de tripomastigotes aunque a altas
concentraciones (26). En Pentacalia sp., la baja
citotoxicidad observada es interesante, ya que
precisamente la gran toxicidad de los compuestos
en uso para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas, es uno de los principales problemas por
resolver. El determinar el potencial tripanocida en
tripomastigotes y amastigotes seria el camino por
seguir, asi como iniciar la determinacion de los
metabolitos presentes.

Mas de 130 especies de Diospyros se han
estudiado, en las que se ha demostrado la
amplia presencia de naftoquinonas (27), entre
las que se destacan las O-naftoquinonas, como
la a-lapachona, B-lapachona y sus andlogos, y
las mansononas, como sustancias citotoxicas e
inhibidoras del crecimiento de tripanosomatidos
(28). En este estudio se reporta por primera vez
actividad tripanocida y gran citotoxicidad en el
extracto en hexano de Diospyros arthantifolia.

De la familia Euphorbiaceae se estudiaron tres
plantas del género Euphorbia y se observé en
todas gran citotoxicidad. Solo en E. splendens se
registrd accién tripanocida en epimastigotes, una
actividad no reportada con anterioridad para la
especie. H. antioquensis fue una planta destacada.
Los resultados obtenidos en tripomastigotes y en
amastigotes con esta planta, sugieren la presencia
de sustancias capaces de ser absorbidas, inhibir la
formacién de amastigotes dentro de las células y
reducir la cantidad de tripomastigotes liberados al
medio, lo que supone un avance importante desde
lo observado en los epimastigotes. Los resultados
en amastigotes y tripomastigotes son un buen
punto de partida para continuar estudios con H.
antioquensis en el modelo in vivo.

En este estudio hubo concordancia entre laactividad
de los extractos observada en epimastigotes y la
actividad encontrada en los tripomastigotes. Esto
indica que el ensayo masivo en epimastigotes
es una buena prueba de tamizaciéon con miras a
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encontrar compuestos activos en otros estadios
del parasito.Todos los extractos y fracciones
activos contra T. cruzi podrian ser candidatos para
continuar los estudios, ya que la gran citotoxicidad
podria deberse a sustancias diferentes a las que
estan actuando sobre los parasitos o a un efecto
sinérgico entre las sustancias presentes en el
extracto crudo, y podria disminuir con la separacion
en fracciones o con el aislamiento de moléculas
(29). También, seria importante determinar la
genotocixidad de los extractos activos como una
aproximacion a la identificacion de las causas
de los efectos colaterales, como ocurre con el
benznidazol, cuyo potencial genotéxico se ha
demostrado (30,31).

Finalmente, los resultados indican que las
plantas colombianas son una fuente potencial de
sustancias con bioprospeccion para el tratamiento
de las enfermedades consideradas como desa-
tendidas por la Organizacion Mundial de la Salud.
Particularmente, en esta investigacion se reporta
actividad tripanocida nueva para 13 plantas en
epimastigotes, paracuatrodeellasentripomastigotes
y para una en amastigotes intracelulares de T.
cruzi. Estos resultados abren nuevas perspectivas
de investigacion sobre la flora colombiana y la
quimioterapia, para la enfermedad de Chagas y
para otros parasitos de importancia médica.
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